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摘要 : 生殖 系 垦 合体 的 获得 是 实现 ES 细胞 介 导 的 转基因 途径 的 决定 步骤 ， 而 骨 合 体 的 制作 及 生殖 系 艇 合 
体 的 获得 则 是 判定 ES 细胞 系 是 否 具 有 配子 分 化 能 力 的 有 效 方法 。 利 用 一 株 表 达 绿 色 荧 光 和 蛋白 的 杂种 ES 细胞 系 
制备 出 能 合体 小 鼠 ， 共 获得 9 只 表达 绿色 荧光 和 蛋白 的 髋 合体 小 鼠 ， 其 中 有 8 只 雄性 ，LI 只 雌性 ， 目 前 均 发 育成 
健康 成 年 小 鼠 。 流 式 细胞 检测 显示 了 绿色 荧光 和 蛋白 在 舱 合 鼠 以 下 器 官 的 表达 情况 ; 心 (77.96 + 15.78 )%、 脾 
(84.06+3.60)%、 肾 (42.49+19.79 )%、 上 骨髓 (52.02 + 18.78 ) 久 。 昆 明 雌 鼠 与 雄性 内 合 鼠 杂交 工 代 (FI ) 毛 
色 表 型 分 析 显 示 该 株 ES 细胞 具有 生殖 系 府 合 能 力 。 
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Germ-line Competent Chimeric Mice Derived from 
Es Cells of EGFP-transgenic Mouse 
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Abstract: (zeneration of germline chimera is the key step in ES cell-mediated transgenesis, whereas the production of 
chimera, especially germline competent, is the only way to prove whether such potency is maintained. In this experiment, 
an established ES cell line expressing strong green fluorescence was used to produce chimera mice . After cell passage, ES 
cells were microinjected into KM s blastocysts. Nine EGFP-expressing chimeric mice were produced including eight male 
and one female. They developed into healthy adults. Results of a flow cytometry test showed the existence of GFP in sever- 
al mice tissues: heart(77.96 + 15.78)%, spleen (84.06+3.60)%, kidney (42.49+ 19.79 )% and marrow ( 52.02+ 
18.78 )% . The ES cell line proved to be important for the germ-line in contributing to the coat-color analysis of offspring 
(CF1 ), produced by the cross between a female KM mouse and a male chimeric mouse. 
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胚胎 干细胞 Cembryonic stem cells，ES 细胞 ) 的 形成 。 至 今 ，ES 细胞 介 导 的 遗传 操作 技术 已 产 
具有 无 限 增 殖 和 多 向 分 化 潜能 ，Evans et al( 1981) ” 生 数 干 种 的 突变 体 小 鼠 ， 并 已 获得 许多 重要 的 人 研究 
首次 成 功 地 从 延缓 着 床 的 小 绥 胚 胎 中 分 离 建 系 。 发 现 (Liu et al, 2003; Bigot-lasserred et al, 2003 )。 
Bradley et al( 1984 ) 通过 吕 及 注 射 法 获得 了 首 例 小 由 于 当前 人 研究 所 使 用 的 胚胎 干细胞 系 大 多 来 卓 
鼠 ES 细胞 的 生殖 系 角 合体。 这 些 研 究 表明 了 经 体 近 交 系 小 鼠 ， 虽 然 近 交 系 小 鼠 具 有 遗传 基因 纯 合 、 
外 培养 的 ES 细胞 在 导 和 信箱 主 桔 豚 后 可 以 广泛 地 参 个体 差异 小 等 特点 ， 但 是 近 交 系 小 鼠 本 身 存在 一 些 
与 宿主 各 种 组 织 的 分 化 ， 特 别 是 参与 成 熟 生 殖 细胞 ”发 育 上 的 缺陷 ， 所 以 由 此 建立 的 ES 细胞 系 在 发 育 
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全 能 性 ， 尤 其 是 在 生殖 系 航 合 能 力 上 一 般 表 现 较 
弱 。 考 虑 到 杂种 细胞 在 发 育 上 具有 优势 的 特点 ， 我 
们 从 EGFP 转基因 雄 鼠 《来 和 目 CS7BLZ6J ) 和 昆明 
雌 鼠 的 杂种 宫 豚 中 分 离 得 到 了 ES 细胞 系 《 命名 为 
EGFP-ES 细胞 )。 通 过 瞬 合 体 技术 探讨 该 ES 细胞 
的 在 各 脏 器 上 的 分 化 能 力 ， 特 别 是 在 生殖 系 转化 能 
力 方 面具 有 重大 意义 。 由 于 该 ES 细胞 表达 为 绿色 
诡 交 和 蛋白， 所 以 ， 可 以 使 用 严 光 显微镜 直接 观察 由 
ES 细胞 来 源 的 分 化 细胞 的 发 育 过 程 。 具 有 表达 绿 
色 欧 光 和 蛋白 同时 又 具有 生殖 系 转 化 能 力 的 ES 细胞 
可 更 直观 地 用 于 配子 发 生 过 程 的 研究 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 

EGFP ( enhanced green fluorescent protein ) 转 
基因 小 级 (来自 C57BL/6J ) 购 自 南京 大 学 模式 动 
物 人 研究 所 。 昆 明 小 鼠 由 内 蒙古 大 学 国家 清洁 级 实验 
动物 索 育 室 提供 。 本 实验 中 所 用 的 小 鼠 均 为 8 周 龄 
以 上 。 
1.2 实验 试剂 及 仪器 

台 儿 成 纤维 细胞 培养 基 : 高 糖 型 DMEM + 10% 
标准 胎 牛 血清 《天 津 TBD )+ 1% Penicillin-Strepto- 
mycin( Invitrogen )。ES 细胞 培养 基 组 成 : DMEM 
(High Glucose，Invitrogen )，0.29 mg/mLl 合 氨 酰胺 
(Invitrogen )，0.1 mmolL 非 必 需 氨 基 酸 (Invitro- 
gen ), 7.8 mg/L B- 琉 基 乙醇 ( SIGMA )，0.11 mg/mL 
历 酮 酸 负 (Invitrogen )，1% Penicillin-Streptomycin 
(Invitrogen )，15% 胎 牛 血清 (Hyclone )，1 000 units/ 
mL Leukemia inhibitory factor ( LIF , Chemicon ) 配制 
KSOM 和 M2 培养 液 所 使 用 的 药品 均 购 目 日 本 和 光 
工业 株式 会 社 ; 胰 重 昌 酶 购 目 GIBCO 公司 。 显 微 
操作 仪 和 实体 显微镜 均 为 日 本 Nikon 公司 产品 。 
1.3 小女 的 准备 

a 假 孕 鼠 : 将 超 排 后 成 年 瞧 性 昆明 鼠 与 结扎 
昆明 雄 鼠 1:1 合 笼 ， 次 日 查看 ， 者 见 阴 挫 , 定 为 假 
孕 第 0.5 天 并 单独 饲养 ,准备 于 见 栓 后 2.5 d 进行 
胚胎 移植 。@ 供 体 鼠 : 将 超 排 后 成 年 峻 性 昆明 鼠 
与 昆明 雄 鼠 1:1 合 泡 ， 次 日 查 见 阴 挫 并 单独 饲养 ， 
准备 于 见 栓 后 3.5 d 进行 子宫 冲 胚 。 
1.4 胚胎 采集 及 圳 胚 的 准备 

将 见 栓 后 3.5d 小 最 的 子宫 完整 取 下 来 ， 置 于 
无 前 的 培养 生 中 。 沿 宫 贷 中 部 将 子宫 芒 成 两 半 ， 用 
M2 液 分 别 进行 冲 豚 。 收 集 冲 出 的 宫 豚 和 桑 横 且 ， 用 
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KSOM 培养 液 清 洗 3 遍 后 ， 放 人 预 平衡 好 的 KSOM 
滴 中 ， 置 于 德国 BINDER 培养 箱 (37C、5% C0,) 
中 培养 。 观 察 囊 胚 的 发 育 情况 ， 并 记录 。 
1.5 ES 细胞 的 准备 

复苏 EGFP-ES 细胞 ， 培 养 2d 后 ， 细 胞 集落 长 
大 ， 形 态 良 好 ， 无 分 化 ， 然 后 使 用 浓度 为 0.05% 的 
胰 蛋 百 酶 消化 ,传代 。 根 据 细胞 的 浓度 ， 将 细胞 悬 
液 分 为 三 份 ， 一 部 分 冻 存 ， 一 部 分 继续 传代 ， 剩 余 
部 分 转移 至 无 饲养 层 的 培养 亚 内 培养 1h 后 吸 去 液 
体 ， 加 入 200 mL ES 培养 液 ， 轻 轻 吹 打 ， 将 轻微 条 
附 在 培养 焉 底 的 ES 细胞 吹 起 ， 转 移 液体 至 1.5 mL 
EP 管内 ，0 人 保存 待 用 。 
1.6 显 微 注射 及 胚胎 移植 

用 注射 针 吸 取 15 一 20 个 ES 细胞 ， 找 到 两 个 涕 
养 层 细胞 连接 处 放 到 圳 豚 腔 9 点 的 位 置 进行 注射 。 
注射 后 圳 且 腔 消失 , 用 KSOM 培养 液 洗涤 3 次， 放 
人 新 的 KSOM 培养 液 中 , 置 于 37%、5% C0, 培 养 
箱 中 培养 1 一 3 h 后 赛 胚 腔 恢复 。 采 用 常规 的 子宫 
内 移植 方法 进行 移植 ， 两 侧 子 宫 中 ， 每 侧 植 人 7 一 
8 枚 胚胎 ， 之 后 将 母 鼠 放 人 和 驼 中 饲养 待产 。 实 验 重 
复 8 次 。 赛 豚 注 射 过 程 见 图 1 所 示 。 
1.7 小 鼠 艇 合 情 况 的 观察 

通过 毛色 观察 小 鼠 瞬 合 程度 。 一 般 ， 高 度 艇 合 
小 鼠 的 毛色 基本 为 黑 或 灰色 ， 中 度 艇 合 小 绥 毛 色 介 
于 高 度 和 中 度 艇 合 之 间 ， 低 度 艇 合 小 电 的 毛色 仅 有 
一 小 片 黑 或 灰色 。 
1.8 生殖 系 上 能 合 检测 

选取 雄性 毛色 上航 合 小 鼠 分 别 与 昆明 雌 鼠 交配 。 
记录 每 一 组 的 产 仔 情况 并 分 析 仔 鼠 的 毛色 类 型 。 子 
一 代 小 鼠 中 若 出 现 和 白色 以 外 的 其 它 毛 色 类 型 则 认定 
该 雄性 骸 由 小 鼠 是 生殖 系 藤 合 。 
1.9 流 式 细胞 仪 检测 和 统计 分 析 

分 别 将 2 只 高 度 骸 合 小 鼠 和 1 只 中 度 航 合 小 好 
的 心 、 脾 、 肾 、 和 骨髓 消 化 成 为 单 细 胞 悬 液 ， 进 行 流 
式 细 胞 检测 。 按 照 如 下 步骤 进行 操作 

OD 心脏、 肾脏 ( 取 皮 质 ):， 剪 碎 组 织 ， 用 胰 蛋 
百 酶 消化 20min， 以 含 10%FBS 的 PBS 液 终止 消化 ， 
再 用 注射 需 反 复 吹 吸 ， 直 至 液体 浑浊 。 用 注射 器 吸 
取 组 织 液 并 置 于 装 有 100 目 钢 网 的 滤器 中 过 滤 ， 滤 
液 放 入 离心 管 中 。@ 脾脏 直接 在 钢 网 上 研磨 ， 以 
PBS 冲洗 , 过滤 后 , 将 滤液 置 人 离心 管 中 。@ 用 1 
mL 注射 项 吸取 PBS 冲洗 上 骨髓 腔 ， 冲 洗 液 族人 离心 管 
中 。@ 对 上 述 所 制备 的 各 类 细胞 悬 液 进行 离心 处 理 
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图 1 ES 细胞 守 及 的 注射 过 程 x 100 


Fig. 1 Process of hlastocyst cavity microinjection of ES cells x 100 


(1500r/min、5 min )。 名 离心 后 倒 掉 上 清 液 ， 加 
和 人 TamLPBS， 用 枪 头 吹 打 均 飞 ， 便 之 成 为 悬 液 。 
(@ 用 Percoll 密度 梯度 ( 先 加 入 60 狗 的 Percoll 液 后 
再 在 其 上 加 人 入 30 名 的 Percoll 滚 )， 以 3000zrpmin 进 
行 离心 10 min。 人 @@ 离心 后 将 细胞 层 用 枪 头 取出 ， 
放 人 入 1.5 mL Eppendorf 塑料 管 中 。 加 入 I mL PBS 
液体 ， 用 枪 头 把 细胞 悬 液 吹 习 。 图 将 制备 好 的 各 
串 官 之 细胞 悬 液 进行 流 式 细胞 分 选 习 测 。 


应 用 SPSS 软件 对 流 式 细胞 检测 结果 进行 统计 
分 析 。 
2 结 果 


2.1 ES 细胞 的 准备 
细胞 克隆 【和 集落 ) 星 岛 屿 状 隆 起 ， 边 纤 瑟 齐 ， 
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表面 平滑 , 结构 致密 ,细胞 问 界 限 不 清 【 图 24A 
英 光 显微镜 下 可 抑 克 隆 【《 集 落 ) 发 出 较 强 绿色 荧 
沧 ， 表 面 英 光 强 度 均 义 ， 而 周围 洲 养 层 细 驳 无 欧 光 
(图 2)。 
2.2 ES 细胞 宫 胚 腔 注 射 和 恋人 合体 小 鼠 的 建立 
在 赛 胜 注射 后 避 胜 腔 消 失 后 。 继 续 培 养 1 一 3h 
后 ， 选 择 84 朴 赛 胚 胁 复 原 的 胚胎 分 别 植 人 到 8 只 
假 孕 母 记 子宫 中 继续 发 育 ， 孕 期 19.5d 左右 。 有 5 
只 孕 鼠 自然 生产 ,共产 仔 13 只 ,其 中 9 只 为 毛色 
藤 合 小 忌 〈 表 1)。 
2.3 峰 合 程度 观察 
9 只 毛色 散 合 小 鼠 ， 其 中 高 度 散 合 、 中 度 项 合 
和 低 度 嵌 合 小 鼠 分 别 是 5、2 和 2 只 ( 表 2, 图 3)。 
2.4 生殖 系 锻 合 


图 2 EGFP-ES 细胞 克隆 形态 
Fig. 2 Cloning morphology of EGFP-ES cells 
起. 相差 显微镜 下 EGFP-ES 细胞 克隆 形态 {( Morphology of EGFP-ES cells }x 200; 
B. EGFP-ES 细胞 克隆 在 蒋 光 显 窒 镜 下 发 出 绿色 荧 攻 【Morphology of EGFP-ES cells expressing GFP wnder UV }x 200 
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表 1 姥 人 台 体 小 鼠 的 产生 情况 
Tab. 1 Establishment ( Production ) of chimeric mice using EGFP-expressing ES cells 


移植 塞 胚 数 假 学 母体 数 生 仔 假 字母 体 数 产 仔 数 产 仔 宣 髓 合 鼠 数 
Nimb er of transferred Nember of pseudo Number of recipients Number of live Rates of live Number of 
embryos pregnant reciplents with live pups pups pups chimeras 
84 8 5 13 62.5 咒 


表 2 嵌 合 体 小 鼠 的 毛色 嵌 合 情况 统计 


Tab. 2 Statistics of skin-color expression of chimeras (只 ) 
高 度 邮 合 中 度 髓 合 低 度 府 合 也 计 
phon MA De ,es 
chimerism chimerism chimerism 
典 合 体 数量 肉 Female 0 1 0 1 8 
Number of chimera ” 雄 Male 5 1 2 8 








图 3 艇 合 小 鼠 的 毛色 艇 合 程度 分 级 
Fig. 3 Classitication of coat color in chimeric mice 
让 : 高度 骨 合 小 电 《 毛 色 基 本 为 黑 或 闷 色 儿 High-degree chimeric mouse, coat color is basically black or gray ); 
B: 中 度 骨 合 小 鼠 《 介 于 高 度 和 中 度 骨 合 之 间 儿 Meditm-degree chimeric mouse, between high-degree and low-degree chimeric mouse ); 
C: 低 度 岂 合 小 鼠 《 毛色 仪 有 一 小 片 黑 或 灰色 儿 Low-degree chimeric motlse ，coat color has a slice of black or gray )o 


选取 5 只 毛色 高 度 做 合 的 雄性 小 鼠 分 别 与 $ 只 ”个 交配 组 合 除了 一 组 产生 全 和 白 的 后 代 ， 其 余 两 组 未 
昆明 上 肉 鼠 交 了 苇 ， 有 两 组 各 产 仔 13 只 ， 其 中 每 组 分 ” 见 有 后 代 出 生 ( 表 3)。 
别 有 8 只 其 它 毛 色 表 型 【 除 日 色 外 , 图 4) 另外 3 ”2.5 流 式 细 胞 检测 





图 4 雄 思 能 合 小 鼠 与 昆明 白 雌 时 及 后 代 


Fig. 4 Two groups of offspring born {rom mating between male chimera and female KM mouse 
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表 3 嵌 合 体 峻 雄 鼠 不 同方 式 合 签 的 实验 结果 
Tab. 3 Results of different mating between male chimera and female mouse 
MCGl + FK Mi2+ FEK MIL3 + FK MIL4 + FK MILS + FK 
交配 结果 Results 4G+2B+2BG+SW(13} 3G+5BG+ SW'{13) 无 后 代 无 后 民 17 WW 


MC: 侯 合 雄性 《Male chimera ); FK: 昆明 拍 肉 性 《Female KM mouse); 己 : 亦 色 (Gray); B: 黑色 {Black ); BG: 黑 灰 色 { Black and gray); 


吏 : 蝗 色 (White )。 


分 别 将 2 只 高 度 散 合 小 忌 和 工 只 中 度 散 合 小 了 
的 心 、 脾 、 肯 、 崩 复 消化 成 为 单 细 胞 悬 液 ， 进 行 流 
式 细胞 检测 ， 结 果 显 示 EGFP-ES 细胞 在 心 、 脾 、 
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旨 、 骨 艇 上 的 艇 合 率 分 别 是 77.96%、84.06%、 
42.49 名 和 52.02%( 表 4)。 流 式 组 胞 仪 检测 的 组 


方 图 如 图 $ 所 未 。 
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图 5 流 式 细胞 分 选 检 验 EGFP-ES 细胞 在 枞 合 组 织 上 的 租 合 程度 
Fig. SS Four chimeric organs ( heart, spleen, kidney and marrow ) Were examined by FACS analysis 
直 . 屁 明 小 最 心脏 组 织 细胞 的 流 式 细胞 当选 ( KM mouse heart was examined by FACS analysis ) 友 1-A3. 其 合 小 盘 心 脏 组 织 细胞 的 流 式 细胞 当选 
‘ Three chimeric hearts were examined by FACS analysis, respectively 上 B. 昆明 小 盘 脾 组 织 细 胞 的 流 式 细胞 分 选 ( KM mouse spleen was examined 
by FACS analysis ); Bl-B3. 髓 合 小 好 脾 组 织 细 胞 的 流 式 细胞 分 选 《Three chimeric spleens were examined by FACS analysis, respectively }; 蕊 . 屁 
明 小 最 捅 组 织 细 胞 的 流 式 细胞 分 选 《KM mouse kidney was examined by FACS analysis} Cl- C3. 髓 合 小 鼠 肾 组 织 细胞 的 流 式 细胞 分 选 《Three 
chimeric kidneys were examined by FACS analysis, respectively }; D, 屁 明 小 盘 骨 和 髓 组 织 细胞 的 流 式 细胞 分 选 ( KM mouse marrow was examined by 
FACS analysis ); D1-D3. 髓 合 小 盘 骨 髓 组 织 细胞 的 流 式 细胞 分 选 (Three chimeric mice marrow were examined by FACS analysis, respectively 六 
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表 4 流 式 细胞 分 选 检验 EGFP-ES 细胞 在 内 合 组 织 上 的 赃 合 率 { % 】 
Tab. 4 Contribution of EGFP-ES cells in chimeric offsprings ( Mean + SE ) 


样本 Sample 心 Heart 脾 Spleen 肾 Kidney 骨髓 Marrow 
散 合 向 1 Chimera 1 93.68 79.62 60.03 36.13 
峰 合 鼠 2 Chimera 2 46.39 81.38 2.99 30.50 
髓 合 筷 3 Chimera 3 93.80 91.18 64 .45 89.43 
平均 值 Average 77.96 + 15.78 84.06 + 3.60 42.49 + 19.79 52.02 + 18.78 
3 讨 论 式 细胞 检测 ， 结 果 显 示 EGFP-ES 细胞 在 心 、 脾 、 肾 、 
上 骨髓 上 的 和 髓 合 率 分 别 是 77.96%、84.06%、42.49% 
目前 ， 随 着 “治疗 性 克隆 ”概念 的 提出 ， 胚 和 S$2.02%。 与 近 交 系 来 源 的 小 鼠 胚 胎 干 细胞 相 比 
台 干 细胞 的 研究 已 经 成 为 生命 科学 的 热点 领域 之 (Allen et al，1994; Hikichi et al，2007 )， 杂 种 


一 。 当 前 胚胎 干细胞 的 应 用 主要 集中 在 两 个 方面 ， 
一 个 是 细胞 分 化 ， 另 一 个 是 功能 基因 研究 。 胚 胎 干 
细胞 可 以 诱导 分 化 成 为 多 种 特定 组 织 类 型 细胞 ， 通 
过 绿色 荧光 和 蛋白 的 表达 可 以 直观 追踪 和 实时 观察 
ES 细胞 的 分 化 进程 ( Shen et al，2003; Yang & 
Pu，2001 )。 由 于 绿色 严 光 重 白 性 质 稳定 ， 表 达 绿 
色谱 交 和 蛋白 的 组 织 经 固定 后 不 仅 能 够 在 紫外 线 激发 
下 发 出 绿色 严 光 而 且 可 以 使 用 绿色 奖 光 蛋 日 抗体 进 
行人 免疫 组 化 分 析 ， 表 这 绿色 诡 光 和 蛋白 的 胚胎 干细胞 
为 发 育 生 物 学 、 遗 传 学 、 肿 瘤 学 、 毒 理学 等 众多 领 
域 的 研究 提供 了 很 大 的 便利 。 本 研究 将 已 得 到 的 来 
源 于 昆明 白肉 最 和 EGFP 转基因 雄 鼠 的 杂种 ES 细 
胞 注射 到 圳 胚 腔 内 《昆明 小 好 )， 经 移植 后 ， 共 获 
得 了 9 只 表达 绿色 痰 光 和 蛋白 的 骸 合 体 小 最 。9 只 小 
鼠 均 发 育 到 成 年 ， 且 健康 状况 良好 。 为 了 调查 EGFP- 
ES 细胞 在 心脏 、 脾 、 肾 和 骨髓 等 四 个 方向 上 的 分 化 
能 力 ，2 只 高 度 航 合 小 鼠 和 1 工 只 中 度 航 合 小 鼠 的 
心 、 脾 、 肾 、 上 骨髓 被 消化 成 为 单 细胞 甚 液 ， 进 行 流 
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